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(54) Title: METHOD FOR THE TREATMENT OF DISEASED, DEGENERATED, OR DAMAGED TISSUE USD^G THREE* 
DIMENSIONAL TISSUE PRODUCED IN VITRO IN COMBINATION WITH TISSUE CELLS AND/OR EXOGENIC FACTORS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BEHANDLUNG VON ERKRANKTEM,DEGENERIERTEM ODER GESCHADIGTEM 
GEWEBE UNTER VERWENDUNG VON IN VITRO HERGESTELLTEM DREIDIMENSIONALEM GEWEBE IN KOMBINA- 
TION MTT GEWEBEZELLEN UND/ODER EXOGENEN FAKTOREN 



(57) Abstract: The invention relates to a tissue replacement structure, comprising (a) a pre-formed three-dimensional tissue which is 
produced from cells obtained from a human or animal organism, which are cultivated in cell culture vessels with hydrophobic surfaces 
and tapering base as a stationary suspension culture until a cell aggregate is achieved in which differentiated cells are embedded and 
which comprises an external region in which proliferation and migration cells are present, (b) (i) an autologous tissue cell suspension, 
00 produced from body cells with addition of body serum and without addition of growth-stimulating compounds, (ii) implants or 
support materials and/or (iii) growth factors and/or (c) the effect of electromagnetic fields, mechanical stimulation and/or ultrasound 
^ on the tissue from (a). 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Gewebeersatzstruktur, die (a) ein vorgeformtes dreidimensionales Gewebe 
herstellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder tierischen Organismus Zellen gewonnen werden und diese in Zellkultuige- 
faBen mit hydrophober Oberflache und sich verjiingendem Boden als Suspensionskultur stationar so lange kultiviert weiden, bis ein 
Zellaggregat entsteht, in welche differenzierte Zellen eingebettet sind, und das einen auBeren Bereich aufweist, in welchem prolifera- 
tions- und migrationsf^ige Zellen vorhanden sind, (b) (i) eine autologe Gewebezell suspension herstellbar aus korpereigenen Zellen 
unter Zusatz von korpereigenem Serum und ohne Zusatz von wachstumsfOrdernden Verbindungen, (ii) Implantate oder Tragermate- 
^ rialien und/oder (iii) Wachstumsfaktoren und/oder (c) die Einwirkung von elektromagnetischen Feldern, mechanischer Stimulierung 
und/oder Ultraschall auf das Gewebe nach (a) umfasst. 
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Verfahren zur Behandlung von erkranktem, degeneriertem oder 
geschadigtem Gewebe unter Verwendiing von in vitro 
hergestelltem dreidimensionalem Gewebe in Kombination mit 
5 Gewebezellen und/oder exogenen Faktoren 



Beschreibung 

« 

10 Die Erfindung betrifft eine neue Gewebeersatzstruktur und 
ein Verfahren zur Modif ikation einer Gewebelasion sowie die 
Verwendung von vorgef ormtem dreidimensionalem Gewebe als 
Lieferant von Botenstoffen und/oder Strukturbausteinen. 

15 Hyalines Knorpelgewebe besteht aus einem einzigen Zelltyp, 
den Chondrozyten, die eine elastische extrazellulare Matrix 
(EZM) synthetisieren. Die gesunde EZM setzt sich haupt- 
sachlich aus Kollagenen und Proteoglykanen (PG) zusammen. 
Das im hyalinen Knorpel vorherrschende Kollagen ist vom Typ 

20 II, das sehr elastische Fasern bildet. Proteoglykane sorgen 
fur eine Quervernetzung der kollagenen Fasern, Im gesunden 
Knorpel findet ein standiger Umsatz von Matrixkomponenten 
statt, der wichtig fur die gleichbleibende Elastizitat des 
Knorpels ist. 

25 

Eine wichtige Funktion fur den Stoffwechsel der EZM haben 
Enzyme und ihre Inhibitoren. Als Enzyme im Knorpel wirksam 
sind Metalloproteinasen (MMPs) , die einen Abbau von Kolla- 
genen und Proteoglykanen katalysieren. Die Aktivitat dieser 
30 Enzyme wird iiber Inhibitoren (Tissue inhibitors of Metallo- 
proteinases: TIMPs) reguliert, die ebenfalls im Knorpel 
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synthetisiert werden. Ein Gleichgewicht zwischen MMPs xind 
TIMPs ist entscheidend fur den Erhalt der Knorpelmatrix. 

Cytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen die Synthese 
5 von Strukturkomppnenten der Knorpelmatrix und von degra- 
dierenden Enzymen sowie deren Inhibitoren. Im gesiinden 
Knorpel herrscht ein Gleichgewicht zwischen Abbau und Neu- 
synthese von Matrixkomponenten und damit auch zwischen der 
Expression von Cytokinen und WachstTimsfaktoren, das ent- 
10 scheidend fur den Erhalt der Elastizitat des Knorpels ist 
und eine stdndige Erneuerung der "verbrauchten" Struktur- 
komponenten gewahrleistet . Eine verstarkte Prasenz von 
Wachstumsfaktoren im Gelenk kann die Regenerationsf ahigkeit 
von KnoiTpel in vivo unterstutzen, 

15 

Die wichtigsten fiir den Knorpel bekannten anabolen Wachs- 
tumsfaktoren stellen Transforming-Growth- Factor P (TGFP) , 
Platelet-Derived-Growth-Pactor (PD6F) Fibroblast -Growth- 
Factor 2 (FGF2; friiher basic (b) FGP) , Insulin-Like-Growth- 
20 Factor (IGF) und die Bone-Morphogenetic- Proteins (BMPs) 
dar. TGPp, IGF I und BMP- 2 werden als wichtigste Faktoren 
fur eine Forderung der Knorpel re if ung angesehen. 

Sowohl PDGF, als auch IGF stimulieren das Wachstimi von hu- 
25 manen Chondrozyten. IGF I ist der dominante Wachstumsf aktor 
im adulten Gewebe und fordert die PG- Synthese und hemmt den 
Abbau von Knorpelmatrix, selbst nach einer Stimulation mit 
dem Knorpel -degradierenden Cytokin IL-lp. 

30 TGFPi hat im Knorpel stoffwechsel eine anabole Wirkung, da 
er die Expression von TIMP, die PG- und Kollagen- Synthese 
stimuliert und das Wachstum von Chondrozyten fordert, Zu- 
sSitzlich verstarkt TGPp^ die Knorpel -regenerierende Wirkung 
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von PDGF und IGF. 

FGF 2 stimuliert die Proliferation von kultivierten Chon- 
drozyten trnd hat in Kombination mit TGFp eine syner- 
gistische Wirkung, eine stimulierung der Matrixsynthese 

■ 

durch. FGF ist ebenfalls nachzuweisen. 

■ 

BMPs regen die Proteoglykansynthese in Chondrozyten an und 
unterstiitzen die Dif f erenzierung von Vorlauf erzellen (zum 
Beispiel aus dem Periost oder Eiiochenmark) zu reifen Chon- 
drozyten. Insgesamt treiben sie die Dif f erenziertang von 
Chondrozyten voran und unt er stilt zen damit die Knorpel- 
he i lung. 

Der Wirkmechanismus der von Brittberg und Peterson ent- 
wickelten klassischen ACT-Technik beruht auf der FShigkeit 
autologer, in Monolayer vermehrter Chondrozyten in vivo ein 
hyalines bzw. hyalinahnliches Regeherat zu bilden, das dem 
umgebenden hyalinen Gelenkknorpel gleicht und damit eine 
funktionelle Regeneration von Knorpel -Lasionen darstellt. 

V 

Zur Behandlung der Patienten ist es notwendig, eine geringe 
Anzahl an Chondrozyten, die aus einer kleinen Biopsie ge- 
wonnen werden, in Monolayer- Kultur zu vermehren. Dabei neh- 
men die Chondrozyten die typische Form mesenchymaler Zellen 
an und ^ndern im Vergleich zur in situ- Situation ihr. Ex- 
pressionsmuster. Die Fahigkeit von Chondrozyten, nach einer 
Vermehrung in Monolayer \ind anschlieSender Dberftihrung in 
3D-Kultur erneut die Marker hyalinen Knorpels zu expri- 
mieren, wurde jedoch in vitro bereits in zahlreichen Stu- 
dien nachgewiesen- An einem speziell entwickelten • Zell- 
kultur- System konnte auch gezeigt werden, dass rein autolog 
in Monolayer vermehrte Chondrozyten - ohne den Zusatz von 
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Periost oder Wachstximsfaktoren - nach einer UberfGhrung in 
eine 3D-Kultur ohne Trager Kollagen II und S-100 als Knor- 
pelmarker reexprimieren . Die Injektion von Wachstiims-f ak- 
toren fordert und verstarkt in verschiedenen Zellkultur- 

5 systemen die Synthase von spezif ischen Knorpelmarkern und 
beschleunigt eirie Heilung von Knorpeldefekten in Tiermodel- 
len. Daher kann man davon ausgehen, dass in vivo nach der 
Durchfiihrxang einer ACT die selben Mechanismen wirksam wer- 
den. Nach Applikation in den durch Periost oder Kollagen- 

10 material geschaf f enen . dreidimensionalen Raiom im Gelenk 
zeigen die Chondrozyten wieder ihr in vivo Expressions - 
muster und regenerieren hyalinen Knorpel mit einer deut li- 
chen Expression von Kollagen Typ II, Dies, wurde anhand von 
Biopsien, die Patienten nach Durch£uhrung einer ACT ent- 

15 nommen wurden, bestatigt. In vitro konnte bereits nachge- 
wiesen werden, dass durch kultiviertes Periost Wachstums- 
faktoren wie TGPp, IGF I und BMP-2 sekretiert werden und 
somit die Regeneration des hyalinen Knorpels durch die im 
Rahmen der ACT injizierten Chondrozyten fordern konnen. 

20 

In weiteren in vitro Experiraenten mit Gelenkknorpel ver- 
schiedener Spezies wurde gezeigt, dass sich Chondrozyten, 
die in einer Zellsuspension auf die Knorpelober£lache auf- 
gebracht werden, stabil mit dem nativen Gewebe verbinden. 
25 So komrat es zu einer stabilen und langf ristigen Integration 
des nach ACT neugebildeten Knorpels in den nativen Urn- 
gebungsknorpel . 

Beim normalen Gebrauch der Gelenke ist der sie uberziehende 
30 hyaline Gelenkknorpel enorm hohen Druckbelastungen ausge- 
setzt und Schadigungen seiner Struktur oder Verletzungen 

* ■ 

haben groSe Auswirkungen auf die gesamte Funktionalitat des 
Systems . 
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Die nafiirliche Regenerationskapazitat des Gelenkknorpels 
ist sehr gering. Im gesunden erwachsenen Knorpel teilen 
sich die Chondrozyten normalerweise nicht mehr (Mankin 64) . 
Lediglich Gelenkknorpeldef ekte , bei denen die subchondrale 
5 Knochenplatte bescMdigt wird, besitzen aufgrund des Ein- 
wanderns von Stammzellen aus dem Markraum eine gewisse 
Kapazitat zur Reparatur. Dagegen haben oberf lachliche 
chondrale Defekte mit intakter siibchondraler Knochenplatte 
praktisch keine Kapazitat zur Selbstregeneration . 

10 

Ist der Kno3rpel einmal geschadigt, weitet sich die Degene- 
ration aufgrvind einer Stiraulierung von knorpeldegradieren- 
den Einfliissen kontinuierlich aus. Daher besteht nach einer 
Verletz\ing des Knorpels f^ir die betroffenen Patienten ein 
15 deutlich erhohtes Arthroserisiko, was letztendlich haufig 
den Einsatz einer Gelenkendoprothese ndtig macht. 

Auf dem Gebiet der regenerativen Medizin werden gemaS dem 
oben Ausgeftihrten seit langerem Losungen zur Wieder- 

20 herstellung der Fiinktion von Geweben bzw. zum Aufbau von 
Geweben gesucht, die geschadigt, degeneriert oder krank 
sind bzw. waren. Bisher werden hierzu zum einen korper- 
eigene Zellen mit und ohne Tragermaterial verwendet und zum 
anderen ausschlieSlich Tragermaterialien, wobei je nach 

25 Indikation resorbierbare oder nicht resorbierbare Ma- 
terialien eingesetzt werden konnen. 



Aufgabe der Erfindung war es daher, eine Gewebeersatzstruk-. 
tur bzw, ein in vitro Gewebe, insbesondere eine Knorpel - 
30 ersatz- oder eine Knorpelregenerationsstruktur, und ein 
Verfahren zur Behandlung bzw. Modifikation von erkranktem, 
beschadigtem und degeneriertem Gewebe bereitzustellen, das 
eine einfache, sichere, effiziente und wirksame Behandliing 
von Gewebedefekten, wie zum Beispiel erkranktem, beschadig- 
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tern iind degeneriertem Knorpelgewebe , ermoglicht. 



Die Erfindiang lost dieses teclinische Problem durch die 
Bereitstellung einer Gewebeersatzstruktur, die 

5 (a) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe her st ell- 

bar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Zellen gewonnen werden xind 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Oberflache 
und sich ver j lingendem Boden als Suspensionskultur 
10 stationar so lange kultiviert werden, bis ein 

Zellaggregat entsteht, in welche dif f erenzierte 
Zellen eingebettet sind, und das einen auEeren 
Bereich aufweist, in welchem proliferations- und 
migrationsf ahige Zellen vorbanden sind, 

15 (b) (i) eine autologe Gewebezellsuspension herstellbar 

aus korpereigenen Zellen unter Zusatz von korper- 
eigenem Serum und ohne Zusatz von wachstumsfordernden 
Verbindungen, (ii) Implantate oder Tragermaterialien 
und/oder (iii) Wachs turns fak tor en 

« 

20 und/oder 

(c) die Einwirkung von elektromagnetischen Feldern, me- 
chanischer Stimulierung und/oder Ultraschall auf (a) 



25 



xamf asst . 



Die Erfindung betrifft demgemaS ein dreidimensionales Ge- 
webe, das hei£t in vitro Gewebe, fur die Effekti vie rung der 
■ Gewebe therapie - die auch als Sph^roide bezeichnet werden 
konnen - von unterschiedlicher GroSe. Diese Gewebeersatz- 
30 Oder Geweberegenerationsstrukturen bzw. Spharoide sind ira 
Wesentlichen zusaramengesetzt aus der durch die im Spharoid 
enthaltenen Zellen und der durch diese Zellen gebildeten 
Matrix, die in Korabinationen mit Einzelsuspensionszellen, 
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mit genetisch modif izierten Einzelsuspensionszellen, mit 
Tragermaterialien, mit exogenen Wachstumsf aktoren, Wirk- 
stoffen, exogener DNA, RNA imd/oder mit Implantaten vor- 
liegen. Derartige Spharoide konnen zur Behandlung bei er- 
5 kranktem, degeneriertem und/oder geschadigtem Gewebe als in 
vitro Testsysteme fur biologische iind chemische Wirkstoffe 
und physikalische Faktoren sowie als Organersatz ' bzw. als 
Gewebeersatzstrukturen eing^setzt warden • Die erf indixngsge- 

I 

maSen Gewebeersatzstrukturen dienen dazu, die Geweberegene- 
10 ration zu induzieren und zu beschleunigen oder diese erst 
zu ermoglichen, beispielsweise wenn Spharoide in Kombina- 
tion mit spezif ischen Wirkstof fen verwendet werden, wie zum 
Beispiel beim Herzmuskelaufbau nach einem Herzinfarkt. 

15 Wahrend im Stand der Technik korpereigene Zellen mit und 
ohne Tragermaterial oder nur resorbierbare bzw. nicht 
resorbierbare Tragermaterialien verwendet werden, werden 
mit den erf indungsgemaSen Strukturen in vitro hergestellte, 
strukturell und funktionell vorgef ertigte dreidimensionale 

20 Gewebe zur Herstellxing von Organ- \ind Gewebsfunktionen ver- 
wendet und transplant iert, das heiSt, es kommen keine 
Einzelzellen gemaS den bekannten Verfahren und Strukturen 

« 

zum Einsatz. Die erf indungsgemaSen Gewebeersatzstrukturen 
bzw. Spharoide ermoglichen daher zum einen die Transplanta- 

25 tion von vorgef ertigtem Gewebe und eine weitere Effektivie- 
rung durch die Kombination von unterschiedlichsten Gewebe- 
spharoiden mit Einzelzellen und exogenen Faktoren. So wer- 
den beispielsweise Wachstiimsf aktoren anders als ira Stand 
der Technik nicht mehr durch Trager oder Tragermaterialien 

30 - ob in Kombination mit Zellen oder ohne diese - freige- 
setzt. Uberraschend konnte gezeigt werden, dass die neuen 
Gewebeersatzstrukturen oder Spharoide zum Kombinieren mit 
anderen geweberegenerationsf ordernden Faktoren eingesetzt 
werden konnen. Insbesondere bei der Verwendung von erfin- 

35 dungsgemaSen Knorpelspharoiden und Knorpelzellen konnte 
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eine verbesserte Genese erreicht wurde. Diese uberraschende 
verbesserte Genese koimte auch bei der Kombination von an- 
deren Spharoiden und wachstiimsf ordernden Faktoren bzw, 
Zellen beobachtet werden. 

5 

Bei vielen Erkrank\ingen konnen Gewebeersatzstrukturen oder 
Spharoide nicht isoliert in die erkrankte Geweberegion ein- 
gesetzt werden, da sie aufgrund der Gegebenheiten nach der 
Transplantation nicht an einem Ort verbleiben vmd somit 

10 keine gezielte Geweberegeneration einleiten konnen. Vor- 
teilhafterweise konnen die Spharoide an den jeweiligen 
Orten fixiert werden* Dies geschieht mit Vorteil durch die 
Kombination mit einem Trager oder einer Membran, die selbst 
im Defektbereich bzw, in dessen Umgebung verankert bzw. 

15 immobilisiert werden kann, Kunstliche dreidimensionale Ge- 
webebildungen, wie zum Bei spiel die so genannten Zellkugeln 
aus Knochenzellen, besitzen noch nicht so eine hohe mecha- 
nische Festigkeit, als dass man diese allein in einen 
Knochendefekt einbringen kann. Die erf indungsgemaSen Gewe- 

20 beersatzstrukturen bzw, Spharoide werden in Kombination mit 
einem dreidimensionalen Trager eingebracht. Uberraschender- 
weise konnte gezeigt werden, das Spharoide besonders gut 
mit dem Tragermaterial wechselwirken, adharieren und sich 
integrieren. Dies ermoglicht mit Vorteil eine gute Fixie- 

25 rung der Spharoide ira Defektbereich.. Die Adhasion der 
Spharoide wird uberraschenderweise durch die Anwesenheit 
von Einzel zellen gefordert, wobei die Einzel zellen eine 
Kontaktbrucke zwischen dem nativen zu behandelnden Gewebe 
und den Spharoiden bzw. Gewebeersatzstrukturen herstellen. 

30 Dies konnte insbesondere bei der Verwendung von Knorpel- 
aggregaten mit Knorpelzellen an und im nativen Knorpel- 
gewebe gezeigt werden. Die Einzelzellen bzw. die korper- 
eigenen Zellen konnen erf indungsgemaS gentechnisch modifi- 
ziert sein, um zum Beispiel den Geweberegenerationsprozess 

35 zu fordern. Insbesondere wenn Spharoide nicht gentechnisch 
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transfiziert werden konnen, kann die Wirkung der Gewebe- 
regenerationsf orderung durch Gabe von gentechnisch veran- 
derten Zellen im Def ektbereich erreicht werden. 

5 Der regenerative Prozess durch die Verwendung der erfin- 
dungsgemaSen Gewebeersatzstrukturen kann bevorzugt auch 
nach einer Transplantation des Spharoides in das zu behan- 
delnde Gewebe durch eine Kombination des Spharoides mit 
Wachstumsf aktoren oder anderen Paktoren verwendet werden, 

10 wenn beispielsweise gentechnische Modif ikationen nicht 
gewiinscht sind, Als Faktoren konnen beispielweise DNA- oder 
RNA-Molekule einges'etzt werden, die zum Beispiel nach vgi- 
spezifischer Aufnahme durch die Zellen ebenfalls zu einer 
Synthese der entsprechenden Sequenzen fiihren konnen. 

15 

Ein weiterer Vorteil der erf indungsgemafien Strukturen ist, 
dass sie auch als Testsystem fur Medikamente verwendet wer- 
den kSnnen. Dies gilt insbesondere auch dann, wenn die 
Spharoide aus erkrankten Zellen, zum Beispiel aus arthroti- 

20 schen Knorpel zellen, gewonnen werden oder aus Tumor zellen 
Oder aus Muskelzellen bei Muskelschwund, an denen Wirk- 
stoffe und Medikamente untersucht werden. Ein weiterer Vor- 
teil der erf indungsgemalSen Gewebeersatzstrukturen ist neben 
der schnellen Wirksamkeit und ihrer Verwendung sowohl in 

25 vivo als auch in vitro die Tatsache, dass Patienten, die 
Menschen oder Tiere sein konnen, rein autolog behandelt 
werden konnen und somit das Risiko einer Abwehrreaktion auf 
das eingebrachte Transplantat ausgeschlossen werden kann. 
Insbesondere werden hierdurch die Krankenhaus- und Reha- 

30 bilitationszeiten signifikant vermindert. Ebenfalls vermin- 
dert werden die Kosten des gesamten Regenerationsverf ahrens 
und es wird eine schnellere Wiederherstellung der behandel- 
ten Patienten erreicht. Weiterhin konnen die 
erf indungsgemaSen Strukturen zum Screening von Wirkstoffen 

35 Oder allgemein als in vivo- oder in vitro-Test system 
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verwendet werden, z. B. um Arzneimittel auf ihren Einfluss 
auf die Geweberegeneration zu testen, 

Als Zellen in dem Gewebe konnen bevorzugt verwendet werden: 

5 Muskelzellen (quergestreif te {Herzmuskel und Skelettmuskeln 
iind glatte Muskelzellen) , Knorpelzellen (aus hyalinem 
Knorpel, aus Faserknorpel, aus elastischem Knorpel) , 
Knochenzellen (Osteoblasten und Osteozyten) , Hautzellen 
(Keratinozyten (zum Beispiel Stachelzellen) , Bindegewebs- 

10 zellen aus dem Corium und der Subcutis, Zellen aus ekkrinen 
und apokrinen SchweilSdrusen sowie Talgdrusen, Zellen der 
Haaranlage (zum Beispiel mitotisch aktive Haarzwiebel- 
zellen, Zellen aus der Nagelanlage) , Endothel zellen, Binde- 
gewebszellen (Fibroblasten, Fibrozyten, Wanderzellen, Mast- 

15 zellen, Pigmentzellen, Retikulumzellen) , Fettzellen (adulte 
Fettzellen und Fettvorlauf erzellen) , Nervengewebszellen 
(Nervenzellen, Neurogliazellen) , mesenchymale Stamrazellen 
aus dem Knochenmark/peripheren Blut, Leberzellen, Epithel- 
zellen aus einschichtigen \md mehrschichtigen Epithelien 

20 und Oberf lachenepithelien, Gangepithelien, Driisenepithe- 
lien, Sinnesepithelien, Endoepithelien (Zellen aus dem 
Stratum superf iciale, stratum intermedium, Stratum basale. 
Stratum vomeum, Stratum granulosum, Stratxam spinosum) 
und/oder Bauchspeicheldrusenzellen . 

25 

Die Zellen zur Kombination mit dem Gewebe konnen dabei 
bevorzugt eingesetzt werden: Muskelzellen (quergestreif te 
(Herzmuskel und Skelettmuskeln und glatte. Muskelzellen) , - 
Knorpelzellen (aus hyalinem Knorpel , aus Faserknorpel aus 

30 elastischem .Knorpel), Knochenzellen (Osteoblasten und 
Osteozyten), Hautzellen. (zum Beispiel Keratinozyten),. 
Endothel zellen, Bindegewebszellen (Sehnen und Bander) , 
Fettzellen (adulte Fettzellen und Fettvorlauf erzellen) , 
Nervengewebszellen (Nervenzellen, Neurogliazellen) , Stamm- 

35 zellen (aus dem Knochenmark/peripheren Blut,' aus adulten 
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Geweben an sich (zum Beispiel Pankreas, Cornea) , von 
Embryonen und Foten) , Leberzellen, Epithelzellen aus ein- 
schichtigen und mehrschichtigen Epithelien und Oberflachen- 
epithelien, Gangepithelien^ Driisenepithelien, Sinnesepithe- 

5 lien, Endoepithelien (Zellen aus dem Stratum superf iciale, 
stratvim intermeditim, Stratum basale, Stratum vorneum. 
Stratum granulosxira. Stratum spinosura) und/oder Bauch- 
speicheldrusenzellen. Die Zellen in dem Gewebe, das heiSt 
dem vorgeformten dreidimensionalen Gewebe, und die ein- 

10 • zelnen Zellen aus der Gewebezellsuspension konnen genetisch 
modifiziert sein. Die genetische Modif izierung kann der- 
. gestalt erf olgen, dass insbesondere Wachstumsf aktoren, 
Cytokine, Strukturpfoteine, Markierungsproteine oder regu- 
latorische Wirkstoffe exprimiert werden. 

15 

Vorteilhaf terweise konnen die erf indungsgemaSen Strukturen 
mit Implantaten oder Tragermaterialien korabiniert werden, 
zum Beispiel: 

- Biokompartible, abbaubare oder nicht abbaubare (resor- 
20 bierbare) , allogene, autologe, xenogene und 

synthetische Materialien, die selber noch exogene 
Faktoren (wie Wachstumsf aktoren) tragen konnen, 

- Polymere (zum Beispiel Polylactide, Polyglykolide, 
Hyaluronsauren xind all deren Derivate, 

25 - vor.zugsweise ein neutrales PGA/PLA-Gemisch, 

- Kalziumkarbonate, Hydroxyapatite, Kalziumphosphate, 
tierische naturliche vorbehandelte Knochenmatrix, 

- Faserproteine, Fibrin-basierte Trager, 

- Gele (wie Aliginate, Agarose, Kollagengel, - Hydrogele, 
30 Fibrin) , 

« 

- Membranen, Fleeze, Skaffolds (3D Trager) und/oder 
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- Prothesen (Titan, diverse metallische und edelmetal- 
lische Werkstof fe). . 

Weiterhin ist es moglich, die erf indungsgemaSen Strukturen, 
aber auch die Gewebezellsuspension oder das vorgeformte 
5 dreidimensionale Gewebe mit exogenen Wachstumsfaktoren zu 
koinbinieren. Es konnen hierbei die jeweils gewebespezif i- 
schen Wachstumsfaktoren eingesetzt werden, die an dem je- 
weiligen Ort die Prozesse des Gewebeaufbaus und -umbaus be- 
wirken oder fiir diese ver ant wort lich sind bzw. diese regu- 

10 lieren. Bei Knorpel ist dies zum Beispiel einer der f.olgen- 
den Faktoren: Transforming-Growth-Factor p (TGFP) , Plate- 
let-Derived-Growth-Factor (PDGF) , Fibroblast -Growth- Factor 
2 (FGF2; friiher basic (b) FGF) , Insulin-Like-Growth- Factor 
(IGF) und die Bone -Morphogenetic- Proteins (BMPs) ; iind fur 

15 den Knochen beispielsweise BMP7 oder fur den Muskel 
beispielsweise MGF. 

Selbstverstandlich konnen neben den exogenen Wachstums- 
faktoren auch andere exogene Faktoren eingesetzt werden, 

20 die saratliche regulatorisch wirksame Stoffe, wie ziim Bei- 
spiel Cytokine oder Enzyme, aber auch RNA- und DNA-Molekule 
Oder aber Viren oder - iiblicherweise von Korperzellen herge- 
stellte Oder sezernierte Proteine wie zxim Beispiel: Cyto- 
kine (IL-1, TNF - alpha) , Adhasionsproteine, Enzyme (Lipasen, 

25 Proteinasen) , Botenstoffe (cAMP) , Matrixstrukturproteine 
(Kollagene, Proteoglykane) , Proteine allgemein, Lipide 
(Phosphatidylserin) . 

■ 

Weiterhin betrifft die Erfindung in einer bevorzugten Aus- 
30 filhrungsform die Bereitstellung einer Knorpelersatzstruk- 
tur, wobei diese 

■ 

(a) ein vorgeformtes dreidimensionales Knorpelgewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Knorpel zellen, Knochenzellen, 
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Oder mesenchymale Staimnzellen gewoimen werden und 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Oberflache 
und sich verjungendem Boden als Suspensiongkultur 
stationar so lange kultiviert werden, bis ein Zell^ 
aggregat entsteht, das zu mindestens 4 0 Vol.% extra^ 
zellulare Matrix beinhaltet, in welche dif f erenzierte 
Zellen eingebettet sind, irnd das einen auSeren 
Bereich aufweist, in welchem proliferations- iind 
migrationsf ahige Zellen vorhanden sind, 



10 und 



(b) eine autologe Knorpelzellsuspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Verwendung von wachstumsf ordernden 
Verbindungen und/oder die Einwirkung von 
15 physikalischen Faktoren auf das Gewebe nach (a) 

umf asst . 



Erf indungsgemaS werden als Ausgangsmaterial fur das vorge- 
formte Gewebe - das heiSt fur einen Bestandteil der 

20 Gewebeersatzstruktur - patienteneigene Gewebebiopsien oder 
-proben oder mesenchymale Stammzellen, zum Beispiel aus dem 
peripheren Blut oder Knochenmark, verwendet. Aus den 
Biopsien werden die gewebeaufbauenden Zellen mittels 
enzymatischem Verdau des Gewebes, durch Auswandem oder 

25 durch Reagenzien, die Zielzellen erkennen, mit ublichen 
Methoden isoliert. Diese Zellen werden dann erf indungsgemaiS 
in einfacher Weise mit ublichem Kulturmedium in 

■ 

Zellkulturgef aSen mit hydrophober Oberflache und sich 
verjiingendem Boden in Suspension so lange stationar 
•30 kultiviert, bis ein dreidimensionales Zellaggregat 
entsteht, das zu mindestens 40 Vol.%, vorzugsweise 
mindestens 60 Vol-% bis maximal 95 Vol.%, extrazellulare 
Matrix (ECM) beinhaltet, in welche dif f erenzierte Zellen 
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eingebettet sind. Das entstandene Zellaggregat weist einen 
auSeren Bereich auf, in welchem proliferations- und 
migrationsfahige Zellen vorhanden sind. 

5 Es ist erstaunlich, dass alle Zellen, die in den nach die- 
ser Erfindung hergestellten Spharoiden integriert sind, 
uberleben und auch nach fortschreitender Kultivierungsdauer 
die Zellen im Inneren nicht absterben, Mit fortschreitender 
Kultivierungsdauer dif f erenzieren die Zellen ira Inneren der 
10 Aggregate aus iind es bilden sich Spharoide, die aus ECM, 
dif ferenzierten Zellen und einer Proliferations zone am Rand 
bestehen. Der Prozess der Bildung dieser gewebespezif ischen 
Matrix mit eingebettet en Zellen ist dem Prozess der Gewebs- 
entstehung bzw. -neubildung und -ximbildung im Korper sehr 
15 ahnlich. Wahrend der Dif f erenzierung in Zellkultur wird der 
Abstand der aggregierten Zellen durch Bildiang der gewebe- 
spezif ischen Matrix immer groSer. Es entsteht im Inneren 
der Spharoide eine Gewebehistologie, die dem naturlichen 
Gewebe sehr ahnlich ist. Die Versorgung der Zellen im In- 
20 neren der Spharoide erfolgt, wie im naturlichen Knorpel 
auch, allein durch die Diffusion der Nahrstoffe. Wahrend 
der weiteren Herstellung der Spharoide bildet sich die Zone 
proliferationsf ahiger und migrationsf ahiger Zellen am Rand 
der Spharoide, Diese Zone hat den unschatzbaren Vorteil, 
25 dass nach Einbringen der Spharoide in Defekte, die in die- 
ser Randzone befindlichen Zellen in der Lage sind, aus- 
zuwandern und aktiv den Kontakt zum xamliegenden Gewebe her- 
zustellen bzw. eine Integration des in vitro gebildeten 
Gewebes in seine Umgebung ermoglichen. Damit sind die her- 
30 gestellten gewebespezif ischen Zellaggregate hervorragend 
zur Behandlung von Gewebsdef ekten und zxim Neuaufbau von 
Gewebe in vitro und in vivo geeignet. 

In Abhangigkeit von der GroSe des zu behandelnden Gewebe - 
35 defektes kann es von Vorteil sein, bereits groSere Gewebe- 
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* 

stucke zu transplantieren, um ein schnelleres Auffullen des 
Defektes zu erreichen. Fur diesen Fall werden mindestens 
zwei, besser aber mehr der erhaltenen Zellaggregate fusio- 

* 

niert, indem sie gemeinsam unter den gleichen Bedingungen 
5 und in den gleichen Kulturgef afien - wie oben beschrieben - 
bis zur gewunschten GroSe weiterkultiviert werden. 



Das erhaltene Knorpel- Oder Knochengewebe ist auBerordent- 
lich stabil. Die Zellaggregate konnen auf % ihres Durchmes- 
10 sers komprimiert werden, ohne dass sie zerbrechen oder bei- 
spielsweise beim Injizieren in den Korper mittels einer 
Kaniile auseinanderf alien. Es ist moglich, diese Gewebe- 
stuckchen mit einer Pinzette oder einer Pipette aus dem 
ZellkulturgefaS zu entnehmen. 

15 

Dm ausreichend Knorpel- oder Knochenzellen fur die erf in- 
dungsgemaSe Suspensionskultivierung zur Verfugxing zu haben, 
werden die vom Patienten gewonnenen Zellen in einer vor- 
teilhaften Ausfuhriangsf orm der Erfindung zunachst in an 

20 sich bekannter Art und Weise in Monolayerkultur vermehrt. 
Die Passage der Zellen in Monolayerkultur wird so gering 
wie moglich gehalten. Nach Erreichen des konfluenten Sta- 
diums werden die in Monolayer gewachsenen Zellen geerntet 
und gemaS des erf indungsgemafieh Verfahrens in Suspension, 

25 wie oben beschrieben, kultiviert. 

Als Zellkulturmedium kann sowohl ein fur die Suspensions- 
als auch fiir die Monolayerkultur ubliches Medivun, zum 
Beispiel Dulbeccb^s MEM, unter Zusatz von Serum, verwendet 

30 werden. Vorzugsweise wird DMEM und Hams im Verhaltnis 1 : 1 
eingesetzt. Um jedoch immunologische Reaktionen des Pa- 
tienten auf das in vitro hergestellte Gewebe zu vermeiden, 
wird als Serum vorzugsweise autogenes Serum des Patienten 
eingesetzt. Es ist auch moglich, xenogenes oder allogenes 

35 Serum zu verwenden. 
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Dem Kulturmedixam werden erf indxangsgemaS keine Antibiotika, 
Fimgistatika oder andere Hilfsstoffe zugesetzt. Es hat sich 
gezeigt, dass nur die autogene, xenogene oder allogene 

5 Kultivierung der Zellen und Zellaggregate sowie die Kulti- 
vierung ohne Antibiotika und Fimgistatika eine unbeein- 
flusste Morphologic sowie Dif f erenzierung der Zellen in der 
Monolayerkultur und eine ungestorte Bildung der spezifi- 
schen Matrix in den Zellaggregaten ermdglicht. Weiterhin 

10 sind durch den Verzicht samtlicher Zusatzstof fe w^hrend der 
Herstellung nach Einbringen des in vitro hergestellten Ge- 
webes in den menschlichen \ind auch tierischen Organismus 
samtliche iiranunologische Reaktionen ausgeschlossen. 

15 Es ist allerdings iiberraschend, dass weder bei der Suspen- 
sionskultivierung, noch bei der Monolayerkultivieriang 
Wachs turns faktoren oder andere wachstumsfordernde Zusatze 
notwendig sind. Trotz des Fehlens dieser Zusatze werden 
bereits nach zweitagiger erf indungsgemaSer Suspensionskul- 

20 tivierung dreidimensionale Zellaggregate mit gewebespezi- 
fischen Eigenschaften erhalten. Die GroSe hangt naturlich 
von der eingebrachten Zellzahl pro Voliomen Kulturmedium ab. 
Werden beispielsweise 1 x lO' Zellen in 300 Kulturmedium 
eingebracht, so entstehen innerhalb von 1 Woche dreidimen- 

25 sionale SphSroide von ca: 500-700 |ain Durchmesser. Fur einen 
1 cm='-Gewebedefekt mussten zirka 100 solcher Spharoide 
transplantiert, zum Beispiel injiziert, werden. Die andere 
Moglichkeit ist die in vitro- Fusion der kleinen Zellaggre- 
gate zu groSeren - wie oben beschrieben - iind das Ein- 

30 bringen dieser in den Defekt. Vorzugsweise werden erfin- 
dungsgemaS zwischen 1 x 10* und 1 x lO' Zellen in 3 00 p,l 

< ■ 

Kulturmedium zur Herstellung der kleinen Zellaggregate 
verwendet, besonders bevorzugt 1 x 10^ Zellen. Die nach 
einigen Tagen gebildeten Spharoide werden dann fur min- 
35 destens 2 bis 4 Wochen in Abhangigkeit von der Zellart und 
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■ 

den patientenspezif ischen Charakteristika in dem geeigneten 
Kulturmediiim kultiviert, um die Ausbildimg der gewebespezi- 
f ischen Matrix zu induzieren. Im besonderen Falle konnen 
dann einzelne Spharoide ab zirka einer Woche Kultivierung 
5 fusioniert werden, um die GroSe des Gewebestuckes zu er- 

■ 

hohen . 

Als Zellkulturgef alSe mussen fur die erf indungsgemaSe Kulti- 
vierung in Suspension solche mit hydrophober, also ad- 

10 hasionsverhindernder Oberflache, wie zum Beispiel Poly- 
styrol Oder Teflon, eingesetzt werden. Zellkulturgef aSe mit 
nichthydrophober Oberflache konnen durch Beschichten mit 
Agar oder Agarose hydrophobiert werden, Weitere Zusatze 
sind nicht erforderlich. Vorzugsweise dienen als Zellkul- 

15 turgefaSe Napfplatten. Dabei konnen fur die Herstellung der 
kleinen Zellaggregate beispielsweise 9 6 -Napfplatten und fiir 
die Herstellung der fusionierten Aggregate 24 -Napfplatten 
. Verwendung finden, 

20 Erf indungsgemaS mussen die Zellkulturgef aSe einen sich ver- 
jiingenden, vorzugsweise gewolbten Boden aufweisen. Es hat 
sich gezeigt, dass sich das erf indungsgemaSe Gewebe in 
GefaSen mit flachem" Boden nicht bildet. Of fensichtlich 
dient die Vertiefung zum Finden der Zellen. Das so gewon- 

25 nene vorgeformte dreidimensionale Gewebe bildet in Kombi- 
nation mit der Gewebezellsuspension, bevorzugt der Knorpel- 
zellsuspension, die Gewebe-, bevorzugt Knorpelersatzstruk- 
tur. Es ist jedoch ebenfalls bevorzugt, das vorgeformte 
dreidimensionale Gewebe kombiniert mit Tragermateri alien 

30 Oder Wachstximsf aktoren zu verwenden. Weiterhin ist es be- 
vorzugt, auf das vorgeformte Gewebe physikalische Krafte 
wie elektromagnetische Pelder, mechanische Stimulierung 
und/oder Ultraschall wirken zu lassen. Diese physikal ischen 
Krafte konnen wahrend der Herstellung der Ersatzstruktur in 
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vitro - zum Beispiel im KulturgefaS - oder in vivo - im Pa- 
tienten - auf das vorgeformte Gewebe einwirken. 

Bevorzugt ist, dass die Gewebeersatzstruktur eine Muskel- 
5 ersatzstruktur^ insbesondere eine glatte Herzmuskelersatz- 

■ 

struktur oder eine Knochenersatzstruktur ist. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Modifikation 
einer Gewebelasion, bei dem in die Gewebelasion 

10 (a) eine autologe Zellsuspension hergestellt aus korper- 

eigenen Zellen xinter Zusatz von korpereigenem Serum 
und ohne Zusatz von wachstumsfordernden Verbindungen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Gewebe herstellbar 
15 dadurch, dass aus einem menschlichen oder tierischen 

Organismus Zellen gewonnen werden und diese in 
ZellkulturgefaSen mit hydrophober Oberf lache und sich 
verjungendem Boden als Suspensionskultur stationar so 
lange kultiviert werden, bis ein Zellaggregat 
20 entsteht, in welche dif f erenzierte Zellen eingebettet 

sind, und das einen auSeren Bereich aufweist, in 
welchem proliferations- und migrationsf ahige Zellen 
vorhanden sind 

eingebracht werden 

25 und/oder 

(c) mit elektromagnetischen Feldern, mechanischer 
Stiraulierung und/oder Ultraschall auf das Gewebe nach 

■ 

(a) in vivo oder in vitro eingewirkt wird, 
30 eingebracht werden. 



Die Erfindung betrifft in einer weiteren bevorzugten Aus- 
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fuhrungsform ein Verfahren zur Modif ikation einer 
Knorpellasioix, bei dem in die Knorpellasioix 

(a) eine autologe Knorpelzell suspension hergestellt aus 
korpereigenen Zellen unter Zusatz von koxpereigenem 
Sertim und ohne Zusatz vom wachstumsfordernden 
Verbindxmgen 

und 

(b) ein vorgef ormtes dreidimensionales Knorpelgewebe 
herstellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
tierischen Organismus Knorpelzellen, Knochenzellen, 
Oder mesenchymale Staitimzellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Oberflache 
und sich ver j ungendem Boden als Suspensionskultur 
stationar so lange kultiviert werden bis ein 
Zellaggregat entsteht, das zu mindestens 4 0 Vol.% 
extrazellulare Matrix beinhaltet, in welche 
dif f erenzierte Zellen eingebettet sind, und das einen 
auEeren Bereich aufweist, in welchem proliferations- 
und migrationsfahige Zellen vorhanden sind, 

eingebracht werden und/oder mit physikalischen Faktoren auf 
das Gewebe nach (a) in vitro oder in vivo eingewirkt wird. 

m 

Bevorzugt ist die Gewebelasion eine Knochen-, Knorpel- 
und/oder Muskellasion. 

0 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren wird die naturliche 
Wirkung von Wachstumsf aktoren, die eine Regeneration von 
Knorpel unterstutzen, genutzt, urn die Behandlung des Defek- 
tes, insbesondere gegenuber der klassischen Therapie zu 
beschleunigen. Mit Hilfe des dreidimensionalen Gewebes, 
insbesondere Knorpelgewebes, ist es moglich, eine Expres- 
sion von vollig natiirlichen autologen Wachstumsfaktoren di- 
rekt im behandelten Defekt zu erreichen und damit die Bil- 
dung eines funktionsfahigen Regenerates zu beschleunigen • 
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Im Rahmen einer Behandlung der Modifikation einer Gewebe- 
lasion, insbesondere einer Knorpellasion, werden demgemafi 
neben einer autologen Knorpelzellsuspension auch ein vor- 

5 geformtes dreidimensionales Knorpelgewebe appliziert, wobei 
das dreidimensionale Knorpelgewebe die fur die Stimulation 
der Matrixsynthese notwendigen Wachs turns faktoren syntheti- 
siert, wodurch die Heilung bzw. Modifikation des behandel- 
ten Gewebeschadens , wie zum Beispiel des Knorpelschadens, 

10 unterstutzt wird. Die gemeinsam mit dem drei dimensional en 
Knorpelgewebe, welche auch als 3D Konstrukte bezeichnet 
werden konnen, eingebrachten Zellen der Knorpelsuspension 
garantieren, dass eine optimale Integration des entstehen- 
den Regenerates, insbesondere in den Dmgebungsknorpel er- 

15 folgt. Durch die von dem dreidimensionalen Gewebe syntheti- 
sierten Wachs t\ims faktoren wird zum Beispiel die Matrix- 
bildung der Suspensionszellen verstarkt angeregt und damit 
die Heilung des Defektes beschleunigt . 

20 Das erf indungsgemaiSe Verfahren ist insbesondere deshalb 
vorteilhaft, da unter vollig autologen Bedingungen, das 
heist ohne den Zusatz von Stoffen, die nicht vom Patienten 
selbst stammen, bereits in vitro ein dreidimensionales 
Knorpelgewebe vorgeformt wurde, das in seinen Eigenschaf ten 

25 nativem Knorpel sehr ahnlich ist und damit sofort nach der 
Operation die Grundlage fur den weiteren Aufbau von 
Knorpelsubstanz schaf f t . 

* 

Ein weiterer Vorteil ist, dass die aufwendige Applikation 
30 des Periostlappens gemaS den bekannten Verfahren damit um- 
gangen werden kaim, da die durch das Periost sezernierten 
Wachs turns faktoren, die in dem bekannten Verfahren essen- 
tiell fur den Wirkmechanisraus sind, in dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren durch das vorgeformte dreidimensionale 



t 
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Knorpelgewebe bereitgestellt werden. Es konnte erfindungs- 
gema£ nachgewiesen werden, dass die vorgef ormten dreidimen-- 
sionalen Knorpelgewebe in der Lage sind, bereits in vitro 
eine hyaline Knorpelmatrix zu bilden. Insbesondere Kollagen 
5 II, als das charakteristische Protein hyalinen Gelenk- 
knorpels, wird durch die vorgef ormten dreidimensionalen 
Knorpelgewebe in grofien Mengen gebildet und vor allem 
werden die Wachstumsf aktoren zu diesem Zeitpunkt der Trans- 
plantation bereits aktiv hergestellt; 

0 

In einer besonderen Ausfiihrungsf orm der Erfindung wird nach 
dem Einbringen der Knorpelzellsuspension und des Knorpel- 
gewebes die Lasion mit einer Membran abgedeckt. 



15 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von aus einem 
menschlichen oder tierischen Organismus gewonnenen Knorpel- 
zellen, Muskelzellen, Knochenzellen, oder mesenchytnale 
Stammzellen, die in ZellkulturgefaSen mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspensionskultur 

20 stationar so lange kultiviert werden, bis ein Zellaggregat 
entsteht, das insbesondere zu mindestens 40 Vol.% extrazel- 
lulare Matrix beinhaltet, in welche dif f erenzierte Zellen 
eingebettet sind, und das einen aufieren Bereich aufweist, 
in welchem proliferations- und migrationsfahige Zellen vor- 

25 handen sind, als Lieferant von Botenstof f en, Struktur-, 
Gerust- und/oder Mat rixbaust einen, insbesondere Wachs turns - 
f aktoren und/oder Cytokinen. 

Durch die Verwendung von gewonnenen Knorpelzellen als 
30 Quelle von regenerationsf ordernden Wachs ttimsf aktoren und 
bereits vorgeformter hyaliner Knorpelmatrix kann eine be- 
deutend schnellere Heilung von Knorpeldef ekten erreicht 
werden als dies mit bisher bekannten Methoden moglich ist- 
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Ein wesentlicher Vorteil, den die Verwendung - in vivo oder 
in vitro - neben der schnellen Wirksamkeit bietet, ist die 
Tatsache, dass der Patient rein autolog behandelt werden 
kann und so das Risiko einer Abwehrreaktion auf das ein- 
5 gebrachte Transplantat ausgeschlossen werden kann. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dnng erfolgt die Verwendung in vivo oder in vitro. 

10 In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfiihrxingsf orm 
erfolgt die Verwendung zur Behandlung einer Gewebelasion, 
bevorzugt einer Knorpel-, Knochen- und/oder Muskellasion. 

Unter einer Lasion im Sinne der Erfindung sind alle 
15 Erkrankungen, Degenerationen oder Schadigungen von Zellen 
Oder Gewebestrukturen zu verstehen. So konnen die erfin- 
diingsgemaSen Strukturen zur Behandlung von folgenden 
Erkrankungen, " Degenerationen oder Schadigungen bevorzugt 
eingesetzt werden: 
20 - Herzmuskelgewebeschadigungen, 

- Arthrose (zum Beispiel Aufbringen Spharoide auf 
Knoarpeloberf lache und Abdeckung mit einer Membran) , 

- Rheuma, Arthritis, 

- Erkrankiingen aufgrund von Gendefekten oder 
25 Genveranderxingen, 

- Infarkte (intravitale Gewebsnekrosen zum Beispiel 
Milzinf arkt) , 

- Ischamien (zum Beispiel aufgrxind von Arterien- 
verschluss) , 

30 - Fehlbildxingen, Lasionen und Degeneration von 
Organen/Geweben des . Nervensystems und des 
neuromuskularen Systems, 
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- Erkrankungen und Degeneration der Gewebe ira Auge (zxim 
Beispiel Hornhaut, Bindehaut) , zum Beispiel Netzhaut- 
ablosung, 

- Erkrankxingen und Degeneration des neuroendokrinen 

5 Systems (zum Beispiel Hypothyreosen der Schilddruse) , 

- Kardiovaskulares System (zum Beispiel Fehlbildungen am 
Herzen, Herzinfarkt) , 

- Re sp i rat i ons t r ak t s chadi gungen , 

- Verdauungstrakt (Osophagitis, zum Beispiel Magenschleim- 
10 hautaufbau nach Gastritiden) , 

- Knochen: nicht-heilende Frakturen, Knochenaufbau nach 
Tumor en, 

- Gelenke: Meniskuserkrankungen und Schadigungen, Band- 
scheiben, Sehnen, Bander und 

15 - Haut schadigungen (zum Beispiel Hypotrichosen) . 

Aus der Offenbarxing der erf indungsgemalSen Verwendung kann 
der Fachmann jedoch weitere aquivalente Verwendxingen selbst 
ableiten. Die erf indungsgemaSe Gewebeersatzstruktur, also 

20 das Kombinationspraparat aus vorgeformtem dreidimensionalem 
Gewebe und dem jeweiligen Zusatz, das heilSt der Gewebe- 
zellsuspension, dem Implantat oder Tragermaterial Oder den 
Wachstumsf aktoren, kann fur alle Gewebe angewandt werden, 
aus denen Zellen isoliert und einzeln oder fur die Herstel- 

25 iTing des vorgeformten dreidimensionalen Gewebes verwendet 
werden konnen. Selbstverstandlich ist es auch moglich, dass 
als Zusatz fur das vorgeformte dreidimensionale Gewebe im 
Sinne der Erfindung physikalische Krafte, wie elektromagne- 
tische Felder, mechanische Stimulierung und/oder Ultra- 

30 schall angewendet werden konnen. In einem solchen Falle 
wird das vorgeformte dreidimensionale Gewebe in vitro oder 
in vivo mit den genannten physikalischen Kraf ten so in Kon- 
takt gebracht, dass eine Heilxing der Lasion oder des 
Defektes erfolgt, 

35 
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Weiterhin konnen die erf indungsgemalSen Gewebeersatzstruk- 
turen auch als Organersatz verwendet werden, beispielweise 
fixr die Wiederherstellung einer oder mehrerer Organfunk- 
tionen der oben genannten Gewebe. Weitere bevorzugte Organe 
5 Oder Gewebe sind. Dopamin-produzierende Strukturen und 
Gewebe bei der Behandliing von Parkinson Oder Nervendege- 
nerationserkrankuLngen^ Insulin-produzierende Strukturen bei 

* 

der Behandlung von Bauchspeicheldrusendef ekten, Thyroxin- 
produzierende Gewebe bei der Behandlung von Schilddrusen- 
10 defekten, aber auch Liberine- oder Statine-produzierende 
Ersatzstrukturen zur Wiederherstellung der Hypotallamus- 
funktion. 

Die Erfindung betrifft auch eine Gewebeersatzstruktur 
15 ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Muskel-, Binde-, Haut-, 
Fett-, Nerven-, Lebergewebe, Endothelien, Epithelien 
und/oder Stammzellen, die dadurch herstellbar ist, dass aus 
einem menschlichen oder tierischen Organismus Zellen 
gewonnen werden xind diese in Zellkulturgef aSen mit 
20 hydrophober Oberflache und sich ver j ungendem Boden als 
Suspensionskultur stationar so lange kultiviert werden, bis 
ein Zellaggregat entsteht, in welche dif f erenzierte Zellen 
eingebettet sind, und das einen auSeren Bereich aufweist, 
in welchem proliferations- und migrationsf ahige Zellen 
25 vorhanden sind. 

Die Erfindung betrifft auch einen Kit, der die 
erfindungsgemafien Strukturen umfasst und dessen Verwendung 
in der Diagnose und Therapie. Der Kit kann zusatzlich 
30 Puffer, Seren, Salze, Kulturmedien sowie Inf ormationen zum 
Kombinieren dieser Inhalte xamfassen. 

Die Erfindung betrifft also eine Gewebeersatzstruktur und 
ein Verfahren zur Modifikation bzw* Behandlung von Gewebe- 
lasionen, beispielsweise von Knorpellasionen, mit aus- 
35 schliejSlich korpereigenem dreidimensionalem gezuchteten 
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Knorpel in Form so genaimter Sph^roide; hiermit is.t bei- 
spielsweise die wiederherstellung von degeneriertera 
Arthroselaiorpel moglich. Mit Hilfe dieser Spharoid- 
teclmologie bzw. der Spharoide wird eine Plattform- 
technologie fiir weitreichende weitere Produktinnovationen 
bereitgestellt , womit die korpereigene Zellregeneration von 
tra\amatisch bedingten Gelenk-Knorpelschaden moglich ist. 
Dieser Einsatz von patienteneigenen, durch Spharoide pro- 
duzierten Wachstumsfaktoren fuhrt zu einer wesentlich 
schnelleren Ausbildiang von druckstabilem Gelenkknorpel . Er- 

» 

reicht wird dies insbesondere durch gezieltes mono- 
spezifisches Heranwachsen von Knorpel, wodurch eine minimal 
invasive, arthroskopische autologe Condrozytentransplan- 
tationsbehandlung moglich ist. Insbesondere werden hier- 
durch die Krankenhaus- tind Rehabilitationszeiten signi- 
fikant vermindert. Ebenfalls vermindert werden die Kosten 
und es wird eine schnellere Wiederherstellung des be- 
handelten Patienten erreicht. Diese Spharoidtechnologie ist 
selbstverstandlfch nicht auf Knorpel' beschrankt, sondern 
kann zur Regeneration von alien menschlichen Geweben ein- 
gesetzt werden. 

Im Folgenden soil die Erfindung anhand von Beispielen naher 
erlautert werden, ohne auf diese beschrankt zu sein. 

Ausfiihriinasbei spiele 

Herstelluna der ersten Komponente ( Knorpel) des 
Kombinat-i nnspraparates (Gewebeerfiatzatruktur) 

Vom Patienten wird aus einem Bereich hyalinen, gesunden 
Knorpels eine Biopsie entnoramen. Aus dieser Biopsie werden 
mittels enzymatischen Verdaus durch Inkubation mit Kol- 
lagenaselosung die Chondrozyten isoliert. Nach Trennung der 
isolierten Zellen vom unverdauten Knorpelgewebe werden 
diese in Zellkulturf laschen uberfiihrt und unter Zugabe von 
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DMEM/Hams F12 Kulturmedium (l/l) und 10 % autologem Seriim 
des Patienten bei 37 ®C und 5 % COj inkubiert. Zweimal 
wochentlich wird ein Mediiimwechsel durchgef vihrt . Nach Er- 
reichen des konfluenten Stadiums wird die Zellayer mit 

5 physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und mittels Tryp- 
sin von der Zellkulturoberf lache geerntet. Nach einer 
weiteren Waschung werden 1 x 10^ Zellen in je ein Zell- 
kulturgefaS uberfuhrt, das mit Agarose beschichtet ist. 
Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggregaten 

10 angeordnet. Diese Aggregate werden alle 2 Tage mit frischem 
Medium versorgt und fur mindestens 2 Wochen kultiviert. 

Bereits nach einer Woche wurden Kollagen Typ II und Proteo- 
glycane in den Aggregaten nachgewiesen, Dazu wurde ein 

15 spezifischer Antikorper gegen Kollagen Typ II verwendet. 
Der an Kollagen Typ II gebundene Primarantikorper wurde mit 
Hilfe eines Zweitantikorpers und daran' gekoppeltem ABC- 
System nachgewiesen. Das heiSt, an dem 2, Antikorper ist 
uber Avidin- Biotin das Enzym Alkalische Phosphatase 

20 gekoppelt, welches das Substrat Fuchsin umsetzt, wobei ein 
roter Farbstoff entsteht. 

Die Proteoglycane wurden mittels Goldnerf arbung nachge- 
wiesen. Kollagen Typ II und Proteoglykane sind Bestandteile 
25 der Knorpelmatrix in vivo und stellen die wichtigsten 
Strukturproteine dar, die fur die Funktion des Knorpels von 
entscheidender Bedeutung sind. 

In der aufieren Schicht der Aggregate wurde zum gleichen 
30 Zeitpunkt das fiir Knorpelzellen spezifische Protein S 100 
nachgewiesen. S 100 wird nicht in Knochengewebe und Binde- 
gewebe exprimiert. Nur diese Gewebe konnten hierbei auch 
entstehen. Somit wurde eindeutig nachgewiesen, dass das 
entwickelte Gewebe Knorpelgewebe ist. 

35 
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« 

Nach 1 bis 2 Wochen Kultivierung liegen die Zellen .noch 
dicht beieinander. Mit steigender Kultivierungsdauer niirant 
der Anteil an extrazellularer Matrix zu und der Anteil an 
Zellen ab. Nach einer Woche ist mindestens 40 % ECM nach- 
weisbar und nach 3 Wochen wurde bereits zirka 60 % ECM ent- 
wickelt. Nach 3 Monaten Kultivierung der Knorpelgewebe ist 
der Anteil an ECM auf 80 bis 90 % angestiegen. Das heiSt, 
im Inneren der hergestellten Aggregate wurde knorpelartiges 
Gewebe aufgebaut, welches im Aufbau dem in vivo Knorpel 
entspricht und auch die Funktion von Knorpelgewebe xiber- 
nehmen kann. 

Herstelluna einer weiteren erst en Komponente (Knochen- 
qewebe) 

Vom Patienten wird eine Knochenbiopsie aus dem Bereich des 
Spongiosaknochens entnommen. Aus dieser Biopsie werden mit- 
tels enzyraatischen Verdaus durch Inkubation mit Kollage- 
naselosung die Osteoblasten isoliert . Nach Trennung der 
isolierten Zellen vom unverdauten Knochengewebe werden 
diese in Zellkulturf laschen uberfiihrt "und unter Zugabe von 
DMEM/Hams F12 Kulturmedium (l/l) imd 10 % autologem Serum 
des Patienten bei 37 «^C und 5 % CO2 inkubiert. Zweimal 
wochentlich wird ein Mediumwechsel vorgenoramen. Nach Errei- 
chen des konfluenten Stadiums wird die Zelllayer mit 
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen und mittels 
Trypsin von der Zellkulturoberf lache geerntet. Nach einer 
weiteren Waschung werden 1 x 10^ Zellen in je ein 
Zellkulturgef aS uberfuhrt, das mit Agarose beschichtet ist. 
Nach einem Tag haben sich die ersten Zellen in Aggregaten 
angeordnet, Diese Aggregate werden alle 2 Tage mit frischem 
Medium versorgt und fur mindestens 2 Wochen kultiviert. 

Bereits nach einer Woche wurden Kollagen Typ I und Proteo- 
glycane in den Aggregaten nachgewiesen. Dazu wurde ein 
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spezifischer Antikorper gegen Kollagen Typ I verwendet. 
Durch den Nachweis von Kollagen I wurde zweifelsfrei nach- 
gewiesen, dass es sich nicht lom Knorpelgewebe handelt. Der 
an Kollagen Typ I gebundene Primarantikorper wurde mit 
Hilfe eines Zweitantikorpers und daran gekoppeltem ABC- 
System nachgewiesen. Das heilSt, an dem 2. Antikorper ist 
uber Avidin- Biotin das Enzym Alkalische Phosphatase ge- 
koppelt,. welches das S\ibstrat Fuchsin umsetzt, wobei ein 
roter Farbstoff entsteht. 

Die Proteoglycane wurden wie in Beispiel 1 mittels Goldner- 
farbiang nachgewiesen. Kollagen Typ I und Proteoglykane sind 
Bestandteile der Knochenmatrix in vivo und stellen die 
wichtigsten stroikturproteine dar, die fur die Funktion des 
Knochens von entscheidender Bedeut\ing sind. 

In der auSeren Schicht der Aggregate wurden zum gleichen 
Zeitpunkt proliferationsf ahige Knochenzellen nachgewiesen. 

Nach 2 Wochen. Kultivierung liegen die Zellen noch dicht 
beieinander, Mit steigender Kultivierungsdauer nimmt der 
Anteil an extrazellularer Matrix zu \ind der Anteil an Zel- 
len ab. Nach einer Woche ist mindestens 40 % ECM nach- 
weisbar und nach 3 Wochen wurde bereits zirka 60% ECM ent- 
wickelt. Das heilSt, im Inneren der hergestellten Aggregate 
wurde knochenartiges Gewebe aufgebaut, welches in der Zu- 
sairanensetzung dem in vivo Knochen entspricht und auch die' 
Funktion von Knochengewebe iibernehmen kann. 

* 

Die so gewonnenen Einzelkomponenten konnen nun mit Knorpel- 
suspensionszellen/Einzellzellen kombiniert werden. Hierbei 
dienen die in den dreidimensionalen in vitro Geweben durch 
die Zellen hergestellten und sezernierten Wachstumsf aktoren 
der Forderung der Denovoregeneration des Gelenkknorpels 
bzw. der Knochens truktur und damit der Steigerung der Wirk- 
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samkeit bei der Behandlung von Knorpel- Oder Knochen- 
geweben . 

Combination aus voraeformten , dreidimen sionalen Gewebe 
5 (Spharoiden) aus Knochenzellen mit elektromaa netischen 

Feldern 

Wahrend der Herstell\ing der Knochenzell-basierten Spharoide 
und/oder nach dem Einbringen der Knochenspharoide in ein 

10 erkranktes, degeneriertes oder zerstortes Gewebe, die 
Gewebe bzw. die Gewebe regenerierenden Prozesse wird in 
vivo mittels elektromagnetischen Feldern stimuliert, Er- 
staunlicherweise wurde f estgestellt , dass bei Applikation 
eines elektromagnetischen Feldes mit einer Tragerf requenz 

15 von 5 KHz und unterschiedlichen Modulationsf requenzen (zum 
Beispiel 16 Hz) die Reifung der Spharoide hergestellt aus 
Knochenzellen stimuliejrt ist. Weiterhin ist es moglich, die 
Spharoide mit Wachstvmisf aktoren zu kombinieren. Es wurde 
<iberraschenderweise f estgestellt, dass nach Zugabe von exo- 

20 genen Wachs turns fak tor en wahrend der Herstellung der 
Spharoide aus Knorpelzellen das Wachstum der Knorpelzellen, 
aber auch die Matrixbildung und -reifung positiv beein- 
flusst werden kann. 

25 Herstellung von Spharoiden aus gentec hnisch manipulierten 
Knorpelzellen in Kombination mit Knorpelze llen in Suspen- 
sion 

Es wurde gezeigt, dass man Infektionen von humanen Knorpel - 
30 zellen und Herstellung aus diesen von Spharoiden die 
Reifung des gebildeten Knorpelgewebes gefordert wird. Dies 
bedeutet insbesondere fur die klinische Anwendung eine 
Beschleunigung der Def ekteheilung bzw. der Gewebe der 
Regeneration. 

35 
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Kombinationen aus Spharolden mi t PLA/P GA Polvmeren 

Die Spharoide, die aus Knochenzellen hergestellt wurden, 
werden fur die Beschichtung oder fur das Einwachsen im 

5 Tragerniaterial verwendet, wie z\m Beispiel neutral ab- 
bauende PLA/PGA Polymere und Kollagenf leece, welche als 
Geriistsubstanzen im Tissue Engineering implantiert werden, 
Es konnte gezeigt werden, dass nach Zugabe von Spharoiden, 
hergestellt aus Knochenzellen auf der Oberflache von neu- 

10 tral abbauenden PLA/PGA Polymeren, diese die Oberflache be- 
wachsen und eine Abschlussschicht bilden, aber auch ins 
Innere der Polymere einwandern. Fur die klinische Anwendung 
wird dadurch eine schnellere Def ektheilung und ein schnel- 
lerer Umbau des neutral abbavibaren PLA/PGA Polymers er- 

15 reicht. Gleiches konnte fur die Kombination von Spharoiden 
aus Knochenzellen mit Kollagenmerabran gezeigt werden. 

Miniskus 

20 Vorgeformtes dreidimensionales Miniskusknorpelgewebe wird 
wie fur Knorpelgewebe beschrieben hergestellt und auSerhalb 
des Korpers, zum Beispiel wahrend der Operation, mit einem 
Tragermaterial korabiniert, welches die mechanische Stabi- 
litat und Form vorgibt. 

25 

Muskel 

Dreidimensionale Muskelzellen werden analog der Herstellung 
der Knorpelzellen hergestellt und mit einer autologen 
Muskelzellsuspension korabiniert, wobei diese aus korper- 
eigenen Herzmuskelzellen oder Staramzellen besteht und 
weiterhin korpereigenes Ser\im, aber ohne den Zusatz von 
wachstumsf ordernden Verbindiangen, umfasst. Anstelle der 
autologen Muskelzellsuspension aus korpereigenen Herzzellen 
und/oder Stammzellen kann das dreidimensionale vorgeformte 
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Gewebe auch auf eine Membran aufgebracht werden, Tim dann in 
den Muskeldefekt ein- bzw. aufgebracht zu werden. 

B indege web s z e 1 1 en 

5 

Ein weiteres Beispiel betrifft die Herstellung von 
Spheroiden aus Bindegewebszellen, die genteclmisch 
dahingehend modifiziert werden, dass sie einen Vektor fur 
die Insulinsynthese enthalten. Die aus diesen Zellen 

10 hergestellten Spheroide werden in ein inertes 
Tragematerial eingekapselt, durch welches die Diffusion 
von Insulin nach aufien ermoglicht wird. Diese Kombination 
wird implantiert in die blutzufuhrende Arterie. Durch diese 
Vorgehensweise wird aufgrund der hohen Zellkonzentration in 

15 den Spheroiden eine besonders hohe Insulinausschuttung 
ermdglicht, wodurch die therapeutische Wirkung erh6ht wird. 
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Patentanspruche 

1. Gewebeersatzstruktur, 

dadurch gekennzeichnet, dass sie 

(a) ein vorgef omtes dreidimensionales Gewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen Oder 
tierischen Organismus Zellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgefafien mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspen- 
sionskultur stationar so lange kultiviert werden, 
bis ein Zellaggregat entsteht, in welche differen- 
zierte Zellen eingebettet sind, vmd das einen 
auSeren Bereich aufweist, in welchem prolife- 
rations- und migrations fahige Zellen vorhanden 
sind, 

(b) (i) eine autologe Gewebezellsuspension herstellbar 
aus korpereigenen Zellen iinter Zusatz von korper- 
eigenem Serum und ohne Zusatz von wachstums- 
fordemden Verbindungen, (ii) Implantate oder 
Tragermaterialien und/oder (iii) Wachstumsf aktoren 

und/ Oder 

(c) die Einwirkung von elektromagnetischen Feldem, 
mechanischer Stimulierung und/oder Ultraschall auf 
das Gewebe nach (a) 

umf asst . 

* 

2. Gewebeersatzstruktur nach Anspruch 1, 
dadurch gekesonzeichnet, dass 
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die Gewebeersatzstruktur eine Knorpelersatzstruktur 
ist, wobei die Gewebezellsuspension eine Knorpelzell- 
suspension ist, das dreidimensionale Gewebe ein Knor- 
pelgewebe ist, aus dem Organismus Knorpelzellen, 
Knochenzellen und/oder mesenchymale Stammzellen gewon- 
nen werden und das Zellaggregat mindestens 40 Vol.% 
extrazellulare Matrix beinhaltet. 

3, Gewebeersatzstruktur nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

sie eine Muskulatur-, Knochen-, Bindegewebs- , Haut-, 
Fett-, Nerven-, Leber-, Endothelien- und/oder Epithe- 
lienersatzstruktur ist, insbesondere eine glatte Herz- 
muskelersatzstruktur • 

4, Gewebeersatzstruktur ausgewahlt aus der Gruppe 
umfassend Muskel-, Binde-, Haut-, Fett-, Nerven-, 
Lebergewebe, Endothelien, Epithelien und/oder 
Stammzellen, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

es dadurch herstellbar ist, dass aus einem menschlichen 
Oder tierischen Organismus Zellen gewonnen werden und 
diese in Zellkulturgef afien mit hydrophober Oberflache 
und sich verjungendem Boden als Suspensionskultur 
stationar so lange kultiviert werden, bis ein 
Zellaggregat entsteht, in welchem dif f erenzierte Zellen 
eingebettet sind, und das einen auSeren Bereich 
aufweist, in welchem proliferations- und migrations- 
fahige Zellen vorhanden sind. 

■ 

5, Verfahren zur Modifikation einer Gewebelasion, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in die Gewebelasion 

(a) ein vorgeformtes dreidimensionales Gewebe her- 
stellbar dadurch, dass aus einem menschlichen oder 
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tierischen Organismus Zellen gewonixen werden und 
diese in Zellkulturgef aSen mit hydrophober Ober- 
flache und sich verjungendem Boden als Suspen- 
sionskultur stationar so lange kultiviert werden, 
bis ein Zellaggregat entsteht, in welche differen- 
zierte Zellen eingebettet sind, und das einen 
auSeren Bereich aufweist, in welchem proli- 
ferations- und migrationsfahige Zellen vorhanden 
sind 

und 

(b) eine autologe Zell suspension herstellbar aus kor- 
pereigenen Zellen unter Zusatz von korpereigenem 
Serum und ohne Zusatz von wachstxiinsf ordernden Ver- 
bindungen 

eingebracht werden 

und/ Oder 

(c) mit elektromagnetischen Feldern, mechanischer 
Stimulierung und/oder Ultraschall auf das Gewebe 
nach (a) eingewirkt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurcta. gekennzeichnet, dass 

die Gewebelasion eine Knochen-, Knorpel- und/oder 
Muskellasion ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzelchnet, dass 

bei der Modifikation der Knorpellasion als die Zell- 
suspension eine Knorpelzellsuspension als das drei- 
dimensionale Gewebe ein Knorpelgewebe hergestellt wird, 
wobei aus dem Organismus Knorpelzellen, Knochenzellen 
und/oder mesenchymale Staramzellen gewonnen werden und 
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das Zellaggregat zu mindestens 40 Vol.% extrazellulare 
Matrix beinhaltet. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

nach Einbringen der Knorpelzellsuspension iind des 
Knorpelgewebes die Lasion mit einer Meinbran abgedeckt 
wird, 

9 . Verwendung von aus einem menschlichen oder tierischen 
Organismus gewonnenen Knorpelzellen, Muskelzellen, 
Knochenzellen xind/oder mesenchymale Stairanzellen, die in 
Zellkult-urgefaSen mit hydrophober Oberflache und sich 
ver j ungendem Boden als Suspensionskultur stationar so 
lange kultiviert werden, bis ein Zellaggregat entsteht, 
in welche dif ferenzierte Zellen eingebettet sind, und 
das einen auSeren Bereich aufweist, in welchem proli- 
ferations- und migrationsfahige Zellen vorhanden sind, 
als Lieferant von intrazellularen Botenstof f en, Stroik- 
tur-, Gerust- und/oder Matrixbausteinen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die intrazellularen Botenstoffe Wachstumsf aktoren 
und/oder Cytokinen sind, 

11. Vearwendung nach Anspruch 9 oder 10 in vivo oder in 
vi tro . 

12 . Verwendung einer Gewebeersatzstruktur nach einem der 
Anspr<iche 1 bis 4 zur Behandlung einer Gewebelasion. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Gewebelasion eine Knorpel-, Knochen- und/oder 
Muskellaslon ist« 

14. Verwendiing einer Gewebeersatzstruktur nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 als in vitro oder in vivo Testsystem, 
insbesondere zum Screening von Wirkstoffen. 

15. Kit umfassend mindestens eine Gewebeersatzstruktur nach 
einem der Anspruche 1 bis 4, gegebenenf alls zusanunen 
mit einer Information zxun Kombinieren der Inhalte des 
Kits . 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Memational application No. 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This intemationalsearchreporthasnotbeenestablishedinrespectof certam 17(2)(a)forthefollowingreasons: 

1. [Y] ClaimsNos.: 

' — ^ because they relate to subject matter not required to be seaidied by this Authority, nainel3r: 

Although claims 5-14 relate to a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of 
the compound or composition, 

2. [T] ClaimsNos.: 1, 3, 4, 5, 12, 14 and 15 (all in part) 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

Continuation of 1.2 



3. I I ClaimsNos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where uniiy of inventioii is lacking (Continuatioii of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international apphcation, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the appHcant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. As all searchable claims could be searched without effortjiistifying anadditionalfee, this Authority didnotinvitepayment 
of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the appHcant's protest. 

[ I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH BEPORT 



Inteinational application No. 
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The current claims 1, 3, 4, 5, 12, 14 and 15 relate to a product, or its use, 
characterized by a desirable characteristic or property, that is being 
producible by extracting cells from a human or animal organism and 
cultivating these long enough to form a cell aggregate. 
The claims therefore encompass all products,or uses thereof, that have this 
characteristic or property, but the application provides support by the 
description (PCT Article 5) for only a limited number of such products, etc. 
In the present case the claims lack the proper support and the application 
lacks the requisite disclosure to such an extent ^at it appears impossible to 
carry out a meaningful search covering the entire range of protection sought. 
Moreover, the claims also lack the requisite clarity (PCT Article 6) since 
they attempt to define the product in terms of the desired result. This lack of 
clarity too is such that it is impossible to carry out a meaningful search 
covering the entire scope of protection sought. Therefore, the search was 
directed to the parts of the claims that appear to be clear, supported or 
disclosed in the above sense, that is the parts concerning cartilage or bone 
replacement structures as indicated in the examples. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no international search report has been established 
normally cannot be the subject of an international preliminary examination 
(PCT Rule 66. 1 (e)). In its capacity as International Preliminary Examining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for 

subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the international search report (PCT 
Article 1 9) or where the applicant submits new claims in the course of the 
procedure under PCT Chapter II. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 C12N5/06 A61K35/32 



Nach der intemationalen Patentklassiflkatlon (IPK) oder nach der nationaten Klasstfikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEB1ETE 



Recherchlerter MindestprQfsloff (Klassinkatlons^stem und Klassifikations^mbole ) 

IPK 7 CX2N 



Recherchierte aber ntcht zum MIndestprQfstoff gehdrende VerSffentUchungen. sowelt diese unter dfe racherchlerten Geblete fallen 



Wdhrend der intemaUonalen Recherche konsultlerte etektronische Datenbank (Name der Datentiank und evtl. venvendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, BIOSIS, MEDLINE, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS Data 
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Bezeichnung der Verfiffentllchung, soweit erforderfich unter Angaba der in Betracht kommenden Telle 



Betr Anspruch Nr. 



Y 
X 



WO 01 68811 A (FRITSCH KARL GERD ;C0 DON 
AG (DE); ANDERER URSULA (DE); LIBERA JEA) 
20. September 2001 (2001-09-20) 
das ganze Dokument 

ANDERER URSULA ET AL: "In vitro 
engineering of human autogenous 
cartilage." 

JOURNAL OF BONE AND MINERAL RESEARCH, 
Ed. 17, Nr. 8, August 2002 (2002-08), 
Seiten 1420-1429, XP009026956 
ISSN: 0884-0431 (ISSN print) 
das ganze Dokument 

US 5 723 331 A (TUBO ROSS A ET AL) 
3. Marz 1998 (1998-03-03) 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-4,9-15 



5-8 

4,9-15 



1-3,5-8 

4,9-15 

1-3,5-8 



V I Wettere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnetimen 



El 



Siehe Anhang Patentfamilie 



** Besondere Kategorien von angegebenen VerSttentllchungen : 

*A' Verdffentllchung, die den allgemelnen Stand derTechnlkdefinlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' aiteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Intemationalen 
Anmeldedatum verdffentdch! worden Ist 

■L" Ver6ffentlichung,dlegeeignetlst,elnen Prtorilfitsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lassen, oderdurch die das Verdffenttichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

"O' Verdffentlichung, die sich aut elne mOndiiche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteiiung oder andere MaBnahmen bezleht 

"P* VerdfTentltohung, die vordem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioriiatsdatumveraffentilcht worden ist 



*T* Spatere Ver6ffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdalum ver6frenlllcht worden Ist und mit der 
Anmeldung nicht koHidiett, sondem nur zum Verst&ndnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips Oder der Ihr zugmndellegenden 
Theorie angegeben 1st 

'X' Verfiffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderlscherffiUgkett beruhend betrachtet werden 

'Y' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erflndung 
kann nteht als aur erfinderischerTdtlgkelt beruhend betmchtet 
werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
Ver5ffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Facnmann nahellegendist 

Ver6ffentiichung, die Mitglled derselben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der Intemationalen Recherche 



5. Marz 2004 



Absendedatum des Intemattonaten Recherchenberfchts 



16/03/2004 



Name und Postanschrtft der intemationalen Recherchenbehdrde 

EuropSlsches Patentamit, P.B. 5818 Patentlaan 2 
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Fax: {+31-70) 340-3016 
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wo 99 22747 A (GEN HOSPITAL CORP) | 1-15 

14. Mai 1999 (1999-05-14) 
das ganze Dokument 

OCHI MITSUO ET AL: "Current concepts in | 1-15 

tissue engineering technique for repair of 
cartilage defect" 
ARTIFICIAL ORGANS, 

Bd. 25, Nr. 3, Marz 2001 (2001-03), Seiten 
172-179, XP002272583 
ISSN: 0160-564X 

das ganze Dokument 

WO 02 10351 A (SITTINGER MICHAEL ;WANJURA I 1-3,5-8, 

FRANK (DE); GROEGER ANDREAS (DE); HAISC) | 12-15 
7. Februar 2002 (2002-02-07) 
das ganze Dokument 

NISHIKORI T ET AL: "Effects of I 1-3,5-8, 

low-intensity pulsed ultrasound on | 12-15 

proliferation and chondroitin sulfate 
synthesis of cultured chondrocytes 
embedded in Atelocollagen(R) gel" 
JOURNAL OF BIOMEDICAL MATERIALS RESEARCH, 
Bd. 59, Nr. 2, Februar 2002 (2002-02), 
Seiten 201-206, XP002272584 
ISSN: 0021-9304 
das ganze Dokument 

MEYER U ET AL: "Mechanical tension in I 1-3,5-8, 

distraction osteogenesis regulates | 12-15 

chondrocytic differentiation." 
INTERNATIONAL JOURNAL OF ORAL AND 
MAXILLOFACIAL SURGERY. DENMARK DEC 2001, 
Bd. 30, Nr. 6, Dezember 2001 (2001-12), 
Seiten 522-530, XP009027141 
ISSN: 0901-5027 
das ganze Dokument 

BRITTBERG M ET AL: "Autologous I 1-3,5-8, 

chondrocytes used for articular cartilage | 12-15 

repair: an update." 
CLINICAL ORTHOPAEDICS AND RELATED 
RESEARCH, (2001 OCT) (391 SUPPL) S337-48. 
REF: 39 , 

XP009027036 
das ganze Dokument 
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Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 
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BRITTBERG M ET AL: "TREATMENT OF DEEP 
CARTILAGE DEFECTS IN THE KNEE WITH 
AUTOLOGOUS CHONDROCYTE TRANSPLANTATION" 
NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, THE, 
MASSACHUSETTS MEDICAL SOCIETY, WALTHAM, 
MA, US, 

Bd 331 Nr 14 1994 Selten 889-895 
XP001015827 
ISSN: 0028-4793 
das ganze Dokument 




P,Y 


WIESMANN H P ET AL: "Extracorporal 

biophysical stimulation of osteoblast 

cultures for bone tissue engineering." 

TISSUE ENGINEERING, 

Bd. 9, Nr. 4, August 2003 (2003-08), 

Selten 796-797, XP009026955 

Second Meeting of the European Tissue 

Engineering Society; Genoa, Italy; 

September 03-06, 2003 

ISSN: 1076-3279 (ISSN print) 

das ganze Dokument 


1-3,5-8, 
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Fofmbblt PCT/ISW210 (Fbrtseteung vcn Biatt 2) (Jul! 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



interrvS^ales Aktenzelchen 

PCT/DE 03/03765 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherchiertjar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemdB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte AnsprOche kein Racherchenbeiicht erstellt: 

1. AnsprOche Nr. 

well 8le sich auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nlcht verpfllchtet Ist, n&mllch 

Obwohl die AnsprQche 5-14 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierlschen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grQndete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 

2. Pn AnsprQche Nr. 1» 3, 4, 5, 12, 14 und 15 (alle tellwelse) 

well sle sich auf Telle der Intematlonalen Anmetdung beziehen, die den vorgsschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB elne sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, ndmlioh 

siehe Zusatzblatt WEITERE AN6ABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprQche Nr. 

well es stoh dabel um abhSngige AnsprGche handelt, die nlcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt stnd. 



Paid li Bemerkungen bei mangelnder Einheitliclikeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgesteiit, daB diese Intemationaie Anmetdung mehrere Erfindungen enthgit: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderllohen zusStzlichen RecherchengebQhren rechlzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
> — * Internationale Recharchenberlcht auf alle recherchierbanen AnsprQche. 

2 I I Da fOr alle recherchlerbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der elne 
' — • zusatzljohe RecherchengebQhr gerechlferllgt hatte, hat die Behfirde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3. Da der Anrnelder nur einlge der erforderlicben zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeltig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' — • Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, f Qr die GebQhren entrichtet worden sind, n&nlich auf die 
AnsprQche Nr. 



^' HD Anmelder hat die erforderlichen zusatzllchen Recherchengebahren nicht rechtzeitfg entrichtet. Der intemationaie Recher- 
^nberlcht beschrSlnkt steh daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; dlese ist In folgenden AnsprQchen er- 



Bemerkungen hinstohtlioh elnes Widerapruche Q Die zusfitzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unler Widerspruch gezahlL 

I I Die Zahlung zusatzllcher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Fomiblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1)](Jull 1996) 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ £10 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1, 3, 4, 5, 12, 14 und 15 (alle teilwelse) 



Die geltenden Patentanspruche 1, 3, 4, 5, 12, 14 und 15 beziehen sich auf 
ein Produkt, bzw. dessen Verwendung, jeweils charakterisiert durch eine 
erstrebenswerte Elgenheit Oder Eigenschaft, namlich herstellbar zu sein 
dadurch dass aus e1nem menschlichen Oder tierischen Organslmus Zellen 
gewonnen werden und diese so lange kultiviert warden bis ein Zellaggregat 
ensteht. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte bzw. deren Verwendungen, 
die diese Eigenheit oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die 
Patent anmel dung Stutze durch die Beschrelbung im S1nne von Art. 5 PCT nur 
fiir eine sehr begrenzte Zahl solcher Produkte etc. liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patent anmel dung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich 
unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in 
Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das 
Produkt uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser 
Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber 
den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend Knorpel- bzw. Knochenersatzstrukturen wie in den 
Ausfuhrungsbei spiel en angegeben. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein international er 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
International en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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